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論　文　の　内　容　の　要　旨
（目的）
　3－デオキシグルコソン（3-DG）はグルコースの代謝産物であり α，β -ジカルボニル構造を持つ反応
性に富んだ化合物である。糖尿病患者においては糖尿病合併症に関与すると考えられている Advanced 
glycation end product（AGE）の前駆物質の一つと考えられており，血中 3 -DG濃度が糖尿病性合併症の指
標となる可能性が高い。これまで血中 3 -DGの測定は血清の前処理（抽出），3 -DGの誘導体化，高速液体ク
ロマトグラフィー（HPLC）による分離測定等の複雑な工程を必要とし多検体測定は困難であった。本研究
では 3 -DG誘導体に対する特異的なモノクロナール抗体（Mab）を作製し，簡便で多検体測定が可能な化学
発光酵素免疫測定法（CLEIA法）を開発することを目指した。
（対象と方法）
　Mabはキャリア蛋白であるスカシ貝ヘモシアニン（KLH）と diaminobenzene（DBA）とをリンカーを介
して結合した DAB-link-KLHと 3 -DGとの反応物 trihydroxybuthyl-quinoxaline-link-KLH（THBQ-link-KLH）
を免疫原としてマウスを免疫し作製した。すなわち，免疫マウスの脾細胞とマウスミエローマ細胞をポ
リエチレングリコールで融合した後，キャリア蛋白を牛血清アルブミンに変えた同様な反応物（THBQ-
link-BSA）を固相抗原とした酵素免疫測定法（ELISA法）でスクリーニングを行い THBQ-link-BSAにのみ
反応するMabを選択した。確立したMab，及びこれを用いた測定系の特異性は固相抗原 ELISA法での
阻害試験，サンドイッチ ELISA法での交差反応性物質測定試験により確認した。サンドイッチ ELISA法
による交差反応試験は，Mabを吸着させた 96Wellプレートに 3 -DG或いは交差反応性物質と DAB-link-
Biotionとを反応させた反応液を加えた後，アルカリフォスファターゼ標識アビジン（ALP-Avidin），発色基
質（p-nitorophenylphosphate）を加えて行った。血清測定における特異性は HPLCと CLEIA法を組み合わ
せて行った。すなわち，5000MWカットメンブレンを通した血清を Amido 80カラムで分画し，各フラク
ションをサンプルとして CLEIA法で測定し 3 -DGの検出とグルコースの影響を調べた。さらに，5000MW
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カットメンブレンを通した血清と DAB-link-Biotinとの反応物を逆相カラムで分画し，各フラクションに
ALP-Avidinを反応させることにより血中交差反応性物質の影響を調べた。検体測定に用いた CLEIA法は，
5000MWカットメンブレンを通した血清と DAB-link-Biotinとを反応させた後，Mabを結合した磁性粒子に
反応物を加え抗体と反応させ，次にアルカリフォスファターゼ標識アビジンを加え反応後，発光基質である
AMPPD（adamantyl 1，2-dioxetane phosphoester）を添加し生じた化学発光をフォトカウンターで測定した。
（結果）
　確立したMab－ 3DG-472－の固相 THBQ-link-BSAへの反応は 3 -DGと DAB-link-ss-pyridinとの反応物
（THBQ-link-ss-pyridine）では強い阻害が見られたのに対し DBA-link-ss-pyridine，キノキサリンでは全く阻
害が見られなかった。さらに，3 -DG類似化合物である D-グルコソン，3-デオキシキシルソン，メチルグ
リオキサール，グリオキサールの影響を DAB-link-Biotinを用いたサンドイッチ ELISA法で確認したところ，
前 2者で 2～ 4％程度の交差が見られるのみであった。一方，5000MWカットメンブレンを通した血清を
Amido80カラムクロマトグラフィーで分離し，各フラクションと DAB-link-Biotinとの反応を行うと 3 -DG溶
出位置にのみ反応が認められグルコース溶出部位には反応は認められなかった。この結果より血中 3 -DGと
の反応が検出されたのに加え，血中グルコースが測定系に影響しないことが確認された。さらに，5000MW
カットメンブレンを通した血清と DAB-link-Biotinとの反応物の逆相 HPLC分析ではメインピークは THBQ-
link-Biotinの溶出位置に重った。また，メインピークの前にマイナーピークが確認されたが，再クロマト
グラフィーの結果，メインピークの溶出位置に移行した。これらの結果から本測定系は血中グルコースの
影響を受けず血中に存在する 3 -DGを特異的に検出していると考えられた。さらに，本測定系は 1ng/ml～
100ng/mlまで直線性を示し，測定精度も測定内 CVで 3.8～ 7.0％，測定間 CVで 6.8～ 12.3％と良好であった。
　本測定系を用いて健常ラットおよびストレプトゾトシン糖尿病ラット血清中の 3 -DGの測定を行った。健
常ラットでは 9.8± 1.1ng/ml（n=19），糖尿病ラットでは 25.5± 5.6（n=40）であった。
（考察）
　3DG-472はキノキサリン骨格にデオキシグルコソン糖鎖が結合した構造（THBQ）を認識していると考
えられた。しかし，THBQでは弱い阻害しか認められなかったことよりMabの認識には THBQ構造のみな
らず linker部分が必要と考えられた。また，3DG-472が 3 -DGと DAB-link-Biotinとの反応物である THBQ-
link-Biotinに対し高い特異性を持つことが確認された。
　本測定法は 3 -DGに特異性，精度とも高く一度に多数の検体の測定も可能であり，健常および糖尿病ラッ
ト血清を用いて測定したところ，従来の報告と同様糖尿病ラットで約 3倍の測定値が得られた。従って，本測
定法を用いることにより血中 3 -DGを簡便に測定できると共に，多数検体の測定が可能であると考えられた。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　3 -DGは AGE形成に関わる高反応性を有する糖代謝中間体の 1つであり，糖尿病性腎症等の合併症へ
の関与についての報告もある。3 -DGの測定は既報の最も簡単な測定法においても検体の前処理，誘導体
化，HPLC等による分離といった工程を必要とし多検体測定は困難であった。本研究では 3 -DGと DAB-link
（-Biotin）との反応物である THBQ-link（-Biotin）に特異的に反応するMabを作製し，これを用い間接的に
3 -DGを測定するサンドイッチ CLEIA法を確立した。今後，3 -DGの測定を糖尿病症例において検討するこ
とで，さらなる研究の発展が期待される。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
